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ВИТАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА МИКОБАКТЕРИЙ ТУБЕРКУЛЕЗА
ю . Д . Р О Д И О Н О В А , о . А . ГУ С Я К О ВА, А . В. Л Я М И Н , Е. А . Б О Р О Д У Л И Н А , А . В. К О ЗЛ О В  
Г Б О У  В П О  « С а м а р с к и й  го с у д а р с т в е н н ы й  м ед и ц и н с к и й  у н и в е р с и т е т »  М З  Р Ф , г. С а м а р а
Ц ель  и сслед ов ан и я: повы ш ение эф ф ективности  лабораторной диагностики  туберкулезной  и н ф екции  за  счет проведения ряд а исследо­
ваний вли ян и я  различны х условий хранения клинического м атериала на ростовы е свойства м икобактерий туберкулезного комплекса. 
М атери алы  и м етоды . П роанализировано 2 058 проб свободно собранной мокроты. Все образцы  м окроты  аликвотировались на 5 проб, 
которы е хранили в различны х условиях: в холодильнике при 7°С в течение 2 ч; в зам орож енном  состоянии в течение 7 дней; при комнатной 
тем пературе в течение 48-72 ч; с использованием  консервирую щ его 10% раствора натрия ф осф орно-кислого трехзамещ енного в течение 
48 ч; в холодильнике при 7°С в течение 2 ч с последую щ ей обработкой 1% раствором  N -ацетил-С -цистеин.
Р езу л ьтаты . О птим альны м  условием  хранения мокроты явл яется  зам ораж ивание при -20°С, обеспечиваю щ ее м аксимальную  сохранность 
возбудителя и м иним альную  контам инацию  м атериала посторонней ф лорой. Х ранение м окроты  при ком натной температуре в течение 
2-3 дней сниж ает количество п олож ительны х посевов на питательны х средах. И спользование при консервации м атериала 10% натрия 
ф осф орно-кислого трехзамещ енного обеспечивает вы сокий полож ительны й результат бактериоскопического и культурального методов 
исследования. У величение продолж ительности  хранения биом атериала в консервирую щ ем  растворе свы ш е 72 ч ведет к гибели м икобак­
терий туберкулеза.
Клю чевые слова: условия хранения мокроты , ростовы е свойства, м икобактерии туберкулеза, питательная среда, лабораторная диагностика.
e v a l u a t io n  o f  t h e  e f f e c t  o f  s p u t u m  s t o r a g e  c o n d it io n s  o n  t h e  v it a l  p r o p e r t i e s  
o f  t u b e r c u l o u s  m y c o b a c t e r ia
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S a m a ra  S ta te  M e d ic a l u n iv e r s i ty ,  S a m a ra , R u s s ia
G o al o f th e  s tu d y : to  enhance efficiency of lab o ra to ry  d iagnostics o f tu b ercu lo u s in fec tion  th ro u g h  in vestiga ting  th e  effect of various storage 
conditions of sam ples on th e  g ro w th  properties of Tuberculosis com plex m ycobacteria.
M a te ria ls  an d  M e th o d s . 2058 sam ples of spu tum  collected by coughing w ere exam ined. All spu tum  sam ples w ere aliquoted  in to  5 parts sto red  under 
various conditions: in th e  fridge u nder +7°С for 2 hours; frozen for 7 days; by room  indoor tem p era tu re  for 48-72 hours; w ith  th e  use p reservative 
10% so lu tion  of tr ip le -su b stitu ted  na triu m  phospha te  for 48 hours; in  th e  fridge u nder +7°С for 2 hours w ith  consequent tre a tm e n t by 1% solu tion  
of N -acetyl-L -cysteine.
R e su lts . T he m ost optim al spu tum  storage conditions are freezing by -20°С, providing m axim um  safety of m ycobacteria and m inim um  contam ination  
of th e  sam ples w ith  foreign bacteria. S pu tum  sto rage by indoor room  tem p era tu re  for 2-3 days reduces th e  num ber o f positive resu lts o f cu ltu res 
on  n u tr itiv e  m edia. U sing  10% so lu tio n  of tr ip le -su b s titu te d  n a tr iu m  p hospha te  prov ides h igh  positive  resu lts o f bacterioscop ic  and cu ltu ra l 
tes tin g  techniques. T im e p ro longation  for b iom aterials sto rage in  th e  preservative so lu tion  for m ore th a n  72 hours resu lts in  th e  d ea th  tubercu lous 
m ycobacteria.
K ey words: spu tum  storage conditions, g ro w th  properties, tubercu lous m ycobacteria, n u tr itiv e  m edium , labo ra to ry  diagnostics.
При микробиологической диагностике туберку­
леза, как и при любом микробиологическом иссле­
довании, залог успеха выделения искомых м икро­
организмов из клинического материала напрямую 
зависит от качества его сбора и условий хранения 
и транспортировки, последующей подготовки про­
бы к исследованию. К основным методам прямого 
подтверждения наличия микобактерий в клиниче­
ском материале можно отнести микроскопическое 
исследование нативной  мокроты  и культураль­
ное исследование (посев на селективны е среды). 
М икробиологические методы обладаю т высокой 
специфичностью. Однако диагностическая чувстви­
тельность методов различна. Чувствительность м е­
тода посева достигает 80-90%, метода микроскопии 
ниже -  не более 50% от всех больных туберкулезом 
[2, 3, 5]. Н изкая чувствительность методов обуслов­
лена рядом факторов, основными из которых можно 
считать преаналитические ошибки, обусловливаю ­
щие изменение ж изнеспособности микобактерий 
в полученном клиническом материале, а как след­
ствие, получение ложноотрицательных и /и л и  лож ­
ноположительных результатов. По сведениям ряда 
авторов, на преаналитический этап приходится от 
57 до 68% всех диагностических ошибок, которые 
ведут к потере времени и средств на проведение по­
вторных исследований, но, что еще более серьезно, 
неправильной постановке диагноза. Н есмотря на 
то что современные лабораторные диагностические 
технологии в последние годы все шире внедряю т­
ся, тем не менее классические микробиологические 
методы исследования остаются востребованными и 
использую тся в лабораторной практике [7].
Д ействую щ ие нормативны е документы  регла­
ментирую т следую щ ие требования к условиям  
хранения и транспортировки  диагностического 
материала. До момента отправки в лабораторию  
герметично закрытые флаконы  с материалом хра­
42
T u be rcu los is  and Lung D iseases, Vol. 95, No. 1, 2017
нятся в холодильнике. Срок хранения материала 
в холодильнике без добавления консервирующих 
средств не должен превыш ать 48-72 ч. П ри более 
длительном хранении необходимо применить кон­
сервирующие средства. Во время транспортировки 
материал следует предохранять от воздействия пря­
мых солнечных лучей и тепла. Если транспортиров­
ка и хранение занимают не более 48-72 ч, материал 
можно пересылать без консервации. Д опускается 
пересылка материала в замороженном состоянии 
без консервации. Недопустимо после разм ораж и­
вания повторное замораж ивание диагностическо­
го материала, что ведет к нарушению структуры и 
тинкториальных свойств бактериальных клеток [6]. 
Таким образом, идеальным условием хранения и 
транспортировки  мокроты  для м икробиологиче­
ского исследования является охлаждение пробы в 
холодильнике в случае отсутствия доставки ее для 
исследования сразу после сбора. Целью создания 
данных условий является снижение вероятности 
размножения контаминирующей микрофлоры в об­
разцах мокроты. Однако хранение мокроты без кон­
серванта в течение 48-72 ч при температуре 4-8°C 
не исключает возможности размножения в образцах 
психрофильной условно патогенной микрофлоры. 
Использование же деконтаминантов при любых ус­
ловиях косвенно или напрямую влияет на ростовые 
свойства микобактерий. Любой из известных декон- 
таминантов уничтожает и часть популяции тубер­
кулезны х микобактерий. В результате обработки 
может погибнуть до 90% микобактерий [1]. Кроме 
того, микобактерии, выделяющиеся из дыхательных 
путей больного, как правило, окружены большим 
количеством слизи, затрудняю щ ей их концентри­
рование. В связи с этим необходимо использовать 
щадящие методы обработки, позволяющие, с одной 
стороны, подавить быстрорастущ ие условно пато­
генные микроорганизмы, а с другой -  максималь­
но сохранить жизнеспособность присутствующих 
в материале микобактерий [1, 5].
Цель исследования: определить влияние различ­
ных условий хранения клинического материала на 
ростовые свойства микобактерий туберкулезного 
комплекса.
М атериалы  и методы
И сследование проведено на базе клинико-диа­
гностической и бактериологической лаборатории 
С амарского областного противотуберкулезного  
диспансера и в клинико-диагностической лабора­
тории клиники Самарского государственного м е­
дицинского университета. Изучено бронхиальное 
содерж им ое пациентов с различны м и ф ормами 
туберкулеза с бактериовы делением  и пациентов, 
не выделяю щих микобактерии. Под наблюдением 
находилось 686 человек. И з них женщин -  168, муж ­
чин -  518. Проанализировано 2 058 проб свободно 
собранной мокроты.
Все собранные образцы мокроты аликвотирова- 
лись на 5 проб, к которым применялись различные 
способы хранения и консервации:
- 1-я проба: хранились в холодильнике при 7°С в 
течение 2 ч, после этого были обработаны 10% рас­
твором натрия фосфорно-кислого трехзамещенного 
(10% Н Ф К Т З);
- 2-я проба: хранились в замороженном состоянии 
в течение 7 дней и после этого были обработаны 
10% Н Ф К Т З;
- 3-я проба: хранились при комнатной температуре 
в течение 48-72 ч и были обработаны 10% Н Ф К Т З;
- 4-я проба: хранились с использованием консер­
вирующего 10% Н Ф К Т З  в течение 48 ч;
- 5-я проба: хранились в холодильнике при 7°С 
в течение 2 ч и были обработаны  1% раствором 
N -ацетил-Ь-цистеин (1% NALC).
Все реактивы, используемые при приготовлении 
растворов для обработки диагностических матери­
алов, имели степень очистки не менее категории 
«химически чистый».
Затем с помощью пастеровской пипетки брали 
1,0-1,2 мл осадка и инокулировали на плотные пи­
тательные среды Л евенш тейна -  Й енсена и Ф и н ­
на II. Посев производили с соблюдением стериль­
ных условий. Оставш ийся осадок в объеме 0,2 мл 
использовали в целях приготовления препарата для 
микроскопии.
После заверш ения посева всех проб пробирки 
укладывали в горизонтальном положении в «шта­
тивах-диванах» и помещ али в термостат при тем ­
пературе 37°С, поверхностью  скоса питательной 
среды в горизонтальной плоскости.
Далее проводили инкубацию  в течение 12 нед. 
при обязательном еженедельном просмотре; во вре­
мя еженедельного просмотра регистрировали сле­
дующие параметры для каждой питательной среды: 
«появление роста» -  срок появления роста начиная 
со дня посева; «интенсивность роста» -  суммарное 
число колониеобразующих единиц (К О Е ) на всех 
пробирках, засеянных данным материалом. О бра­
ботку мокроты  с помощью 1% NALC проводили 
согласно стандартам, предусмотренным для обра­
ботки материала.
Результаты  исследования
Биологический материал из первой аликвоты, со­
бранный под контролем медицинского работника и в 
течение 2 ч доставленный в лабораторию для микро­
биологического исследования, подвергался обработке 
10% Н Ф К Т З. Количество положительных результа­
тов посева на плотной питательной среде Левенштей­
на -  Йенсена -  15,5%, количество положительных 
результатов посева на питательной среде Ф инна II -  
23,3%. Следует отметить уровень контаминации на 
этих питательных средах. Рост посторонней флоры на 
питательной среде Левенштейна -  Йенсена составил 
4,6%, а на питательной среде Ф инна II -  3,9%.
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Несмотря на то что и те и другие данные уклады ­
ваются в оптимальный уровень проростов на плот­
ной питательной среде 2-5%, количество проростов 
контаминантной микрофлоры на питательной среде 
Ф инна II оказалось меньше.
В торы е ал и кво ты  проб хр ан и л и сь  в зам о р о ­
ж енн ом  со сто ян и и  (п р и  тем п ер ату р е  -20°С  в 
течение 7 дней) и после этого были обработаны  
10% Н Ф К Т З . Н а питательной  среде Л евенш тей- 
на -  Й енсена количество полож ительны х посевов 
составило 23,25%, уровень контам инации -  1,2%, 
количество отрицательны х результатов посева -  
75,55%. Н а плотной питательной среде Ф и н н а  II 
коли чество  п олож и тельн ы х  посевов составило 
53,6%, уровень контаминации -  1,1% и количество 
отрицательны х посевов -  45,3%.
Исследование третьей аликвоты, хранивш ейся 
при комнатной температуре в течение 48-72 ч и в 
последующем обработанной 10% Н Ф К Т З, показало 
следующие результаты. На плотной питательной сре­
де Левенштейна -  Йенсена положительные результа­
ты посевов составили 8,0%, уровень контаминации -  
3,6%, отрицательные результаты посевов -  88,4%. На 
плотной питательной среде Ф инна II получены сле­
дующие данные: положительные посевы -  14,5%, что 
гораздо больше, чем на среде Левенштейна -  Йен- 
сена, уровень контаминации составил 4,0%, отрица­
тельные результаты посевов -  81,5%.
Такое значительное снижение количества поло­
жительных результатов может быть связано с тем, 
что при длительном хранении мокроты в условиях 
комнатной температуры происходит размножение
быстрорастущ ей микрофлоры , которая потребля­
ет оставш ийся кислород и питательные вещества, 
быстрее, в отличие от медленнорастущ их микобак­
терий туберкулеза, которые оказываю тся в небла­
гоприятных условиях.
А нализ услови й  в л и я н и я  консервирую щ его 
агента 10% Н Ф К Т З  в течение 48 ч при комнатной 
температуре (исследование 4-й аликвоты  проб) на 
результаты  м икробиологических  исследований  
п озволи л  п олучи ть  вы сокий  п роцент п о л о ж и ­
тельны х результатов посевов на плотны х п и та ­
тельных средах. Н а питательной среде Л евенш тей­
на -  Й енсена полож ительные результаты посевов 
составили 15,5%, уровень контам инации -  4,6%, 
отрицательные результаты посевов -  79,9%. Н а сре­
де Ф инна II полож ительны х посевов -  23,3%, что 
значительно больше, чем на среде Л евенш тейна -  
Й енсена, уровень контам инации на питательной 
среде Ф инна II -  3,9%, отрицательные результаты 
посевов составили 72,8% (рис.).
П ри ан ал и зе  р езультатов  и сслед ован и я из 
5-й аликвоты проб, хранивш ейся в холодильнике 
при 7°С в течение 2 ч и обработанной 1% NALC, мож­
но сделать следующие выводы. На питательной среде 
Левенштейна -  Йенсена положительные результаты 
посевов составили 12,9%, уровень контаминации -  
0,5%, отрицательные результаты посевов -  72,8%. 
На среде Ф инна II положительных посевов -  36,0%, 
что значительно больше, чем на среде Левенштей- 
на -  Йенсена, уровень контаминации на питательной 
среде Ф инна II -  3,2%, отрицательные результаты 












с консервантом 24-72 ч
положительный результат посева рост посторонней флоры на питательной среде отрицательный результат посева
Рис. Сравнительная оценка результатов посева мокроты при разных условиях ее хранения (% ) 
Fig. Comparative assessment o f  sputum  culture results w ith  different conditions o f  sputum  storage (% )
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тенденция к снижению уровня контаминации при 
обработке биоматериала препаратом NALC-NaOH 
при посевах на плотных питательных средах, преи­
мущественно за счет среды Левенштейна -  Йенсена.
Заклю чение
Д иагностическая эф ф ективность м икробиоло­
гических методов диагностики туберкулезной ин­
ф екции зависит от условий хранения и обработки 
мокроты: оптимальным условием хранения биома­
териала является замораживание при -20°С, обеспе­
чивающее максимальную сохранность возбудителя 
и минимальную  контаминацию  материала посто­
ронней флорой. Хранение мокроты при комнатной 
температуре в течение 2-3 дней снижает количество 
положительных посевов на питательных средах.
И сп ользован и е при кон серваци и  м атери ала 
10% Н Ф К Т З  обеспечивает высокий полож итель­
ный результат бактериоскопического и культураль­
ного методов исследования. Показано, что увели­
чение продолжительности хранения биоматериала 
в консервирую щ ем растворе свыш е 72 ч ведет к 
гибели микобактерий туберкулеза, в связи  с чем 
при невозможности строго регламентировать дли­
тельность хранения мокроты  предпочтительны м 
способом является ее замораживание.
С о п о ставл ен и е ан ти м и кр о б н ы х  свойств, и с ­
пользуем ы х для деконтам инации, показало, что 
для  трехзам ещ ен ного  н атр и я  ф о сф о р н о -к и сл о ­
го и N aL c-N aO H  оптим альны м  для сохранения 
в и тал ьн ы х  сво й ств  м и к о б ак тер и й  т у б е р к у л е ­
за  и у гн етен и я  п о сто р о н н ей  ф л о р ы  я в л я е т с я  
N aL c-N aO H .
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